Nitrate reductase activity in sugarcane leaves in function of variations in the assay conditions. by Oliveira, Luiz Edson Mota de & Magalhães, Antonio Celso Novaes
ATIVIDADE DA REDUTASE DE NITRATO IN VIVO 
EM FOLHAS DE CANA-DE-AÇÚCAR EM FUNÇÃO DAS VARIAÇÕES 
NAS CONDIÇÕES DE ENSAIO 1 
LUIZ EDSON MOTA DE OLIVEIRA2 e ANTONIO CELSO NOVAES MAGALHÃES 
RESUMO - Neste trabalho foram determinadas as condições mais apropriadas de ensaio te vivo da redutase 
de nitrato em tecidos foliares de plantas de duas variedades de cana-de-açúcar (NA 56-79 e CD 47-355). 
Concentrações de nitrato no meio de reação superiores a 50 mM induziram uma queda na atividade enzimá-
fica. A inibição no processo e redução de nitrato por altas concentrações de KNO 3 parece não ser decorrente 
da diminuição do potencial osmótico do meio de reação. Não foi observada qualquer atividade da redutase 
de nitrato quando os tccidos foliares foram ensaiados em meio de reação sem nitrato exógeno. As atividades 
máximas da redutase de nitrato foram alcançadas nos pI Is 7,5 e 8,5, respectivamente, para as variedades CD 
47-355 e NA 56-79. A taxa máxima de redução de nitrato a nitrito foi determinada nas temperaturas de 
320C, para a variedades NA 56-79, e entre 320C a 37°C, para a variedade CD 47-355. A atividade da enzi-
ma atingiu seu valor máximo nas folhas + 3, + 4 e -1-5 (folhas completamente expandidas). 
Termos para indexação: tecidos foliares, nitrato, atividade enzimática 
NITRATE REDUCTASE ACTIVITY IN SUGARCANE LEAVES 
IN FUNCTION OF VARIATIONS IN THE ASSAY CONDITIONS 
ABSTRACT - The mast appropriate conditions for lo vivo nitrato reductase activity (NRA) assay in 
leaf tissue of twa sugarcane varleties (NA 56 - 79 and CO 47 - 355) were studied. Above 50 mM NO, 
the NRA declined considerably. Such effect ai high KNO3 leveis on NRA was prabably not related to 
the osmotic potential ai the medium. In the absence ai exogeneous NOS, the N RA was negligibie. 
Maximal NRA was obtained at pI-ls 7,5 and 8.5 for the varieties CB 47-355 and NA 56- 79, respecti-. 
vely. Maximal reduction of nitrate to nitrite was observed at 32 0 C for NA 56-79 and between 32 0 C 
and 370C for CD 47 - 355. The maximal NRA occurred in the +3, +4 and +5 leaf fulIy expanded 
leaves). 
Index terms: leaf fissue, nitrate, enzymatic activity. 
INTRODUÇÃO 
O nitrogênio desempenha um papel-chave no 
rescimento e produtividade das plantas, consti-
uindo-se em componente fundamental das prote-
as e ácidos nucléicos, participa, direta ou indireta-
aente, de importantes processos bioquímicas e 
ietabólicos das células. O nitrogênio é absorvido 
uase que totalmente na forma de fon nitrato, 
ue é reduzido a amônia e posteriormente assimila-
o em aminoácidos (Magalhães 1975). Tem sido 
roposto que a transformação de nitrato até ami-
oácidos é controlada pela atividade de redutase 
e nitrato pelo fato de ela ser: a) a primeira en-
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zima no caminho metabólico; b) relativamente 
instável tanto ín vivo como in vítra, e especial-
mente sensível quando submetida a condições ex-
tremas de disponibilidade de água e temperatura 
(Beevers & Ilageman 1969). 
As condições ótimas dos fatores que governam 
a atividade da redutase de nitrato in vivo podem 
variar com a espécie de planta (Tingey etal. 1974, 
Jones & Sheard 1977, Meguro & Maga!hães 1982). 
Dentre os fatores que afetam a atividade da enzima 
encontram-se: concentração de nitrato exógeno, 
pI-1 do meio de incubação, tempo de reação, tem-
peratura de ensaio e estádio ontogenético do te-
cido. 
Em cana-de-açúcar existem poucas informações 
na literatura sobre a atividade da redutase de ni-
trato, e a metodologia utilizada para os ensaios in 
vítra e in vivo emprega técnicas desenvolvidas para 
outras espécies. Os estudos realizados com a reduta-
se de nitrato em cana-de-açúcar se referem à indu-
ção da atividade da enzima pelo nitrato, em folhas, 
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raízes e colmos (Maretzki & Dela Cruz 1967), 
às interações entre potássio e nitrogênio com o 
processo de redução d0 nitrato (Silveira 1980), ou 
à atividade enzimática nas fases vegetativa e repro-
dutiva da planta. (Chiranjivi Rao & Vijayasaradhy 
1980). 
Existem, também, alguns trabalhos mostrando 
o efeito depressivo da deficiência hídrica na ativi-
dade da redutase de nitrato (Viqueira et ai. 1983) 
e a importância da nutrição de nitrato sobre a ati-
vidade da enzima e, conseqüentemente, sobre a 
produção de cana-de-açúcar (Parthasarathi & Ra-
makrishnan 1964, Parthasarathi 1966, Rosario & 
Sooksathan 1978). 
O propósito deste trabalho foi o de estabelecer 
as condições mais apropriadas para a determinação 
da atividade da redutase de nitrato, in vivo, em te-
cidos de lâminas foliares de plantas de cana-de-
-açúcar. 
MATERIAL E MÉTODOS 
Foram utilizadas duas variedades de cana-de-açúcar 
(NA 56-79 e CB 47-355) cultivadas em vasos contendo 
120kg de substrato constituído de 75%de solo e 25% de 
areia. A adubação da mistura solo/areia foi realizada de 
acordo com o resultado de análise de fertilidade, e consis-
tiu de 170 g de salitre-do-chile, 250 g de superfosfato 
simples e de 100 g de cloreto de potássio para cada 100 li-
tros de substrato. 
A atividade da redutase de nitrato iii vivo foi avaliada 
segundo o método descrito por Meguro & Magalhães 
(1983), com modificações nas condições de ensaio visan-
do à maximização da atividade em tecidos foliares de ca-
na-de-açúcar. 
Láminas foliares sem a nervura central foram subdivi-
didas, transversalmente, cm segmentos de aproximada-
mente 3 mm e colocadas em recipientes contendo solu-
ção-tampão de fosfato de potássio 50 mM, pH 7,5. Poste-
riormente, amostras de 500 mg de tecido foliar segmenta-
do foram transferidas para frascos de vidro contendo 5 ml 
de meio de incubação, constituído de fosfato de potássio 
0,1 M, nitrato de potássio e 1% de n-propanol. 
Foram determinadas as condições mais apropriadas de 
ensaio enzimático, tais como: (a) concentração de nitrato 
e tempo de reação, (b) pli e temperatura do meio de incu-
bação e (c) estádio ontogenético da folha amostrada. 
Informações adicionais sobre a metodologia adotada na 
determinação das condições apropriadas dc ensaio estão 
incluídas nas legendas das próprias figuras, resultantes 
destas determinações, no capítulo "resultados e discus-
sao 
As amostras de tecido foliar foram mantidas submersas 
no meio de incubação, através de um suporte de plástico 
revestido com tela de nylon, e submetidas à infiltração a 
vácuo durante dois minutos. O ar foi reintroduzido rapi-
damente, e o procedimento, repetido. Os frascos de vidro 
contendo as amostras foram incubados em banho-maria 
com agitação e no escuro. Ao final de cada tempo de rea-
ção foram retiradas alíquotas para a determinação da 
quantidade de nitrito formado. Em cada alíquota foram 
adicionados 1 ml de sulfanilamida 1% em FIO Ij N, 
1 ml de N-2-naftil etilenodiamino diHCl 0,02% e água des-
tilada para completar 4 ml de volume final. As absorbân-
cias foram determinadas a 540 nm, e a atividade expressa 
em pmoles de nitrito produzido por grama de peso fresco 
por hora. 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Atividade da redutase de nitrato em função da 
concentração de nitrato exógeno e do tempo de 
reação 
Observa-se, pelas Fig. lA e 13, que concentra-
ções de nitrato no meio de reação superiores a 
50 mM induziram uma queda na atividade da redu-
tase de nitrato, sendo que os maiores decréscimos 
foram observados na variedade NA 56-79. A inibi-
ção na taxa de redução de nitrato provocada pelo 
aumento da concentração salina no meio de reação 
já tinha sido observada em variedades de cana-de-
-açúcar (Rosario & Sooksathan 1978), em cotilé-
dones de rabanete (Beevers etal. 1965), e em plan-
tas de soja (Tingey et al. 1974), de café (Meguro & 
Magalhães 1982) e de aguapé (Russo 1983). 
Com o propósito de estudar a inibição do pro-
cesso de indução da atividade de redutase de ni-
trato por altas concentrações de KNO3 (Fig 1-A 
e 1-3), a atividade da enzima foi determinada em 
três meios de reação contendo: (a) baixa concen-
tração de KNO3 (50 mM e -0,26 MPa de 's), (b) 
alta concentração de KNO3 (300 mM e -1,53 MPa 
de s) e (c) baixa concentração de KNO 3 e adição 
de marsitol para o decréscimo do potencial osmóti-
co até o valor correspondente ao meio com alta 
concentração salina, isto é, -1,53 MPa. Como pode 
ser observado pela Tabela 1, a inibição no processo 
de redução de nitrato parece não ser decorrente da 
diminuição do potencial osmótico do meio de rea-
ção, pois não se observou qualquer alteração signi-
ficativa na atividade da enzima quando se abaixou 
o potencial osmótico do meio contendo 50 mM de 
KNO 3  com a adição de Manitol. Estes resultados 
Pesq. agropec. bras., Brasília, 24(4):437-443, abr. 1989. 
ATIVIDADE DA REDUTASE DE NITRATO 
	
439 
TABELA 1. Atividade da redutase de nitrato, in vivo, na 
variedade NA 56-79, em função do potencial 
osmótico do meio de reação obtido com 
KNO 3 e Manitol. As condições de ensaio fo-
ram as mesmas indicadas na legenda da 
Fig. 1, exceto a retirada de alíquota que foi 
feita aos IS e 75 minutos dereação. Média 
de três repetições. 
Potencial Redutase de  
Tratamento 	
osmõtico 	 nitrato(jimoles osmótico 	 (-MPa) 	
NOj.gPF.h1) 
KNO3 (50 mM) 	 0,26 	 1,37 a 
KNO3 (300 mM) 	 1,53 	 0.51 b 
KNO3 (50mM) + 
Manitol 	 1,53 	 1,29 a 
As médias seguidas pela mesma letra não diferem significa-
tivamente, entre si, pelo teste de Tukey, ao nível de 5% 
de probabilidade. 
sugerem que a inativação da enzima poderia estar 
associada à alta força iônica desenvolvida no com-
partimento celular onde está localizada a redutase 
de nitrato, causando uma desestabilização gio 
complexo de subunidades que compõe a molécu-
la protéica. Esta hipótese é reforçada por resulta-
dos obtidos por outros autores, que verificaram 
uma inibição da atividade da redutase de nitrato 
in vitro quando foram adicionados sais de NH, 
Kt Na, C1 e SO4 no meio de ensaio (Schrader 
1978 citado por Aslam eta'. 1984). Outra possível 
explicação para a diminuição da redução de nitra-
to por altas concentrações de KNO 3 (300 mM) 
consiste na inibição da absorção de NO pelo 
como sugere Aslam etal. 1984). 
Nos experimentos realizados não foi observada 
qualquer atividade da redutase de nitrato quando 
os tecidos foliares foram ensaiados em meio de 
reação sem nitrato exógeno. (Fig. 1-A e 1-B). 
Isto sugere a caréncia de nitrato no sítio metab6-
lico responsável pela redução e/ou a ausência do 
influxo deste íon do compartimento armazenador 
para o sítio metabólico (Beevers etal. 1965), uma 
vez que não foi possível detectar níveis de NO 
nas lâminas foliares pelo método de Cataldo etal. 
(1975). O pequeno efeito da adição de n-propanol 
no meio de reação, como indutor de permeab'ilida-
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FIG. 1. Atividade da redulase de nitrato, in vivo, em função 
da concentração de nitrato no meio de incubação e 
nos intervalos de tempos de reação de 30 (0-0), 
60 (I—I), 90 (O—O) e 135 (•—M) minutos, nas 
variedades NA 56-79 (A) e CB 47355(5), O pH e a 
temperatura do meio de reação foram de 7,3 e 
3700 respectivamente. As amostras de segmentos 
de lâminas foliares ensaiadas foram obtidas de una 
mistura de folhas +1, +2 e +3. As retiradas de aU-
quotas para a dosagem de nitrilo no meio foram 
realizadas após 15, 45, 75, 105 minutos de reação. 
Média de quatro repetições. 
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dade de redutase de nitrato e o fluxo de nitrato na 
corrente transpiratória (Shaner & Boyer 1976 a, b, 
Oliveira 1985) sugerem que o tecido não continha 
um reservatório significativo de nitrato nas células. 
Como pode ser observado pelas Fig. lA e iR, 
o intervalo de 60 minutos entre a retirada das 
al(quotas (15 e 75 minutos de reação) foi estabe-
lecido como o mais apropriado para a determina-
ção da concentração de nitrito no meio de reação. 
Os experimentos permitiram estabelecer a con-
centração de 50 mM de lCNO 3 no meio de incuba-
ção, e o intervalo de reação entre 15 e 75 minutos, 
para os procedimentos posteriores de determina-
ção da atividade da redutase de nitrato. 
Atividade da redutase de nitrato em função do pH 
do meio de reação 
Os resultados apresentados na Eig. 2A mostram 
que as tendôncias de maiores atividades da reduta-
se de nitrato foram alcançadas nos pHs 7,5 e 8,5, 
respectivamente, para as variedades CB 47-355 e 
NA 56-79, embora, nestes pHs, a diferença na 
atividade enzimática nas duas variedades, não te-
nha sido estatisticamente significativa. O efeito do 
pH d0 meio de reação na atividade da redutase de 
nitrato é variável entre as diferentes espécies e 
variedades de plantas (Meguro & Magalhães 
1982, Russo 1983). 05 resultados dos experimen-
tos realizados permitiram a escolha de pH 7,5 para 
as determinações posteriores. 
Os efeitos d0 pH no processo de redução de ni-
trato a nitrito, itt vivo, parecem estar relacionados 
com apermeabilidade de membranas e também com 
o fluxo de nitrato e nitrito nos tecidos utilizados. 
Prakash & Naik (1982) verificaram que os valores 
de pl-I,  variando de 3,0 a 7,5 durante a infiltração 
e incubação, não tiveram efeito marcante na ativi-
dade da redutase de nitrato de discos foliares de 
plantas de trigo, embora em pHs ácidos tenham 
constatado um menor efluxo de nitrato do interior 
dos tecidos para o meio de reação que em pi-Is 
alcalinos. A razão de as células foliares serem inca-
pazes de absorver ou reter nitrito em pH alcalino 
não está esclarecida. Estes autores e Raven & 
Smith (1980) sugeriram que o pH citoplasmático é 
pouco influenciado pelas alterações no pT-1 extrace-
lular. Entretanto, Bassioni (1971) sugere que, em 
pl-1  alcalino, os fons Ol-f competem com o nitrato,  
impedindo o seu influxo ao interior da célula, e 
que em pH muito ácido pode ocorrer dano no te-
cido. 
Atividade da redutase de nitrato em função da 
temperatura do meio de reação 
Verifica-se, pela Fig. 2B, que a taxa máxima de 
redução de nitrato a nitrito foi determinada nas 
temperaturas de 32 °C, para a variedade NA 56-79, 
e entre 320C a 37 °C, para a variedade CD 47-355. 
Em temperaturas inferiores e superiores a estes 
valores, observou-se um decréscimo acentuado na 
atividade enzimática, Em função destes resultados, 
a temperatura de 32 °C foi utilizada nos experi-
mentos posteriores. A queda na capacidade de re-
dução de nitrato nas temperaturas extremas 
(17, 22 e 420C) pode ser atribuída às alterações in-
duzidas na permeabiidade das membranas, decres-
cendo a absorção e o transporte de nitrato para os 
sítios de redução no interior das células (Bassioni 
1971, Magalhães et aI. 1976, Benzioni & Heimer 
1977, Hallmark & l-Iuffaker 1978, Magalhães & 
Hageman 1978). Segundo Magalliães et al. (1976), 
Benzioni & Heimer (1977) e Santoro (1979), a ini-
bição da atividade da redutase de nitrato em tem-
peraturas elevadas pode também ser devida à alte-
ração conformacional da molécula da enzima, 
tornando-a inativa. 
Atividade da redutase de nitrato em função do 
estádio ontogenético da folha 
Neste estudo foram utilizadas plantas com três 
meses de idade, e a amostragem de tecidos foliares 
foi realizada nas folhas 0, +1, +2, +3, +4 e +5, se-
gundo classificação feita por Kuijper (1915) cita-
do por Van Dillewijn (1952). 
Nota-se, pela Tabela 2, que a atividade da redu-
tase de nitrato atingiu seu valor máximo nas folhas 
+3, +4 e +5 (folhas completamente expandidas). 
Observa-se, também, que a redução de nitrato a 
nitrito decresceu progressivamente da folha +3 
para a folha O (folha encartuchada e em crescimen-
to). Estes resultados são concordantes com aqueles 
obtidos em diferentes espécies de plantas, inclusive 
em variedades de cana-de-açúcar, que mostram 
baixa atividade em tecidos foliares em expansão 
e valores máximos em tecidos quase que comple- 
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TABELA 2. Atividade da redutase de nitrato, iri vivo, em 
função do estádio ontogenético da lâmina 
fotiar de plantas de cana-de-açúcar, varieda-
de NA 56-79, com três meses de idade. As 
condições de ensaio foram as estabelecidas 
anteriormente. Média de três repetições. 
Folha Redutase de nitrato 
(pmoles No;.9' PF.h') 
O O,67d 




+5 2,05 a 
As médias seguidas pela mesma letra não diferem significa-
tivamente, entre si, pelo teste de Tukey, ao nível de 5% 
de probabilidade. 
tamente expandidos (Mattas & Pauli 1965, Harper 
& 1-lageman 1972, Carelli 1979, Meguro & Maga-
lhães 1982). As variações na atividade de redutase 
de nitrato observadas nas lâminas foliares de dife-
rentes idades fisiológicas podem estar correlaciona-
das com as diferenças na capacidade de síntese 
de proteína e/ou de fixação de CO 2 dos tecidos. 
(Wallace & Pate 1965, Kannangara & Woolhouse 
1967, Jordan & Huffaker 1972, Srivastava 1975). 
Com base nos resultados apresentados na 
Tabela 2, e considerando-se que tecidos fisiologica-
mente ativos, com suficiente capacidade para a 
fixação d0 CO2 e síntese de proteína, apresentam 
maior atividade da redutase de nitrato (Meguro & 
Magalhães 1982), a folha +3 pode ser preferencial-
mente escolhida para estudos da atividade da enzi-
ma in Vivo. 
CONCLUSÕES 
Concentrações de nitrato no meio de reação su-
periores a 50 mM induziram uma queda na ativida-
de da redutase de nitrato. As atividades máximas 
da enzima foram alcançadas nos pHs 7,5 e 8,5, res-
pectivamente, para as variedades CII 47 - 355 e 
NA 56 - 79. A taxa máxima de redução de nitrato 
a nitrito foi determinada nas temperaturas de 
32°C, para a variedade NA 56 -79, e entre 32°C a 
37°C, para a variedade Cli 47- 355. A atividade da 
enzima atingiu seu valor máximo nas folhas +3, +4 
e +5. 
FIO. 2. Alividade da redutase de nitrato, in vivo, em função 
do pH (A) e da temperatura (B) do meio de incuba-
ção nas variedades NA 56-79 (S—S) e C8 47-355 
(U—•). A temperatura e o pH do meio de reação 
foram de 370C e 7,5, respeclivamente, para os en-
saios de pHs e temperaturas. As demais condições 
de ensaio foram aquelas estabelecidas anterior-
rnenle. Média de três repetições. 
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